饲 粮 添 加 鱼油 对 和 蛋 鸡 免疫 机 能 的 影响 
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摘 要 : 本 试验 旨 在 研究 饲 粮 添 加 鱼油 对 和 蛋 鸡 体液 和 细胞 免疫 机 能 的 影响 。 试 验 选 月 


只 31 周 龄 的 健康 海 兰 褐 蛋 鸡 ， 随 机 分 为 5 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 15 只 鸡 。 对 照 


E 点 开放 实验 室 , 生物 饲料 开发 国 


H 450 


组 


WIREX - 豆粕 型 基础 饲 粮 ， 试 验 组 在 基础 饲 粮 基 础 上 分 别 添 加 0.34%、1.08%、2.17% 和 


4.34% 的 鱼油 〈 二 十 二 碳 六 烯 酸 含量 分 别 为 0.68、1.35、2.70 和 5.40 mg/g)。 预 试 期 1 周 ， 


高 于 对 照 组 〈P<0.05)，2.17% 鱼 油 组 抗体 水 平 最 高 ;免疫 后 28 d， 试 验 组 蛋 鸡 
H9 抗体 水 平 有 高 于 对 照 组 的 趋势 (P<0.10)。 免疫 后 7 和 14 d， 试 验 组 蛋 鸡 
1 清新 城 疫 抗体 水 平 与 对 照 组 相 


水 平 显著 高 于 对 照 组 CP<0.05); 免疫 后 28 d， 试 验 组 蛋 鸡 


正 试 期 12 周 。 结 果 表明 : 1) 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 脾脏 指数 、 胸 腺 指数 及 血清 免疫 球 和 蛋白 


含量 无 显著 影响 (P>0.05). 2) 免疫 后 7 和 14 d， 试 验 组 蛋 鸡 血清 禽 流感 HO 抗 


} 


a 


比 无 显著 差异 (P>0.05). 3) 与 对 照 组 相 比 ，4.34% 鱼 ; 


组 蛋 鸡 脾脏 白细胞 介 素 - 2 MA 
胞 介 素 - 6 基因 的 相对 表达 量 显著 降低 CP<0.05), 1.08% Fil 2.17% 鱼 油 组 和 蛋 鸡 脾脏 白细胞 
油 组 外 ， 饲 粮 补 


素 - 10 和 干扰 素 - y 基 因 的 相对 表达 量 显著 提高 (P<0.05)。4) 除 4.3496 


充 鱼 油 对 蛋 鸡 脾脏 淋巴 细胞 刺激 指数 和 凋 亡 率 无 显著 影响 (P>0.05)。 综 


0.54%~2.17% 鱼 油 能 较 好 地 改善 蛋 鸡 免疫 机 能 ， 过 高 (4.34%) 无 益 。 
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作为 一 种 营养 调控 剂 ，o-3 长 链 多 不 饱和 脂肪 酸 (PUFA) 在 调控 炎症 反应 和 免疫 功能 


等 方面 的 作用 ,逐渐 受到 重视 。 其 在 体内 参与 氧化 供 能 ， 调 节 脂 类 介质 的 合成 以 及 细胞 因 


的 释放 和 激活 ， 还 参与 细胞 膜 组 成 ， 影 响 细胞 膜 结构 ， 从 而 调控 机 体 炎症 反应 并 影 
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疫 细胞 的 功能 由。 营养 免疫 是 在 利用 特殊 营养 物质 调控 机 体 免 疫情 况 、 增 强 免疫 功能 ， 已 受 
到 国内 外 许多 学 者 重视 。 免 疫 营养 剂 能 改变 机 体 对 病原 体 的 免疫 应 答 , 当 以 高 于 适宜 量 饲 喂 
时 ， 可 改变 机 体 免疫 反应 ， 腾 食补 充 o-3 PUFA 的 人 群 炎症 和 自身 免疫 病 的 发 病 率 较 低 ， 表 
明 o-3 PUFA 具有 免疫 调节 和 抗 炎 活性 记 。 当 前 在 家 禽 中 使 用 的 免疫 调节 剂 多 系 人 类 疾病 模 
型 中 发 挥 抗 炎 作用 的 物质 B]。 

作为 一 种 免疫 营养 剂 ，PUFA 在 临床 上 常 被 用 作 治 疗 炎 性 疾病 。 当 机 体 受 到 炎症 或 免疫 
的 刺激 时 ， 磷 脂 酶 A2(PLA>) 会 催化 磷脂 甘油 裂解 ， 产生 溶血 磷脂 酰 胆 碱 (LPC〉 和 类 二 十 烷 
酸 前 体 趾 。 类 二 十 烷 酸 的 代表 物质 有 花生 四 烯 酸 (AA)、 前 列 脲 素 (PGE) 等 ， 急 性 炎症 反应 
rH, PGE2( 以 AA 为 前 体 ) 不 仅 发 挥 自身 的 促 炎 作用 , 还 会 诱发 信号 通路 下 游 核 转 录 因子 -kB 
(NF-KB) 途径 ， 使 促 炎 细胞 因子 一 一 肿瘤 坏死 因子 CINF) -a、 白 细胞 介 素 -1B CIL-1B). 


w= 


之 白细胞 介 素 -6 (IL-6)、 环 氧化 酶 -2 (COX-2) 和 一 氧化 氮 合 酶 GNOS) 水 平 升 高 。@w-3 PUFA 
= 作为 前 体 时 ， 会 产生 促 炎 效果 偏 弱 的 PGE3， 并 以 此 削弱 炎症 反应 ， 产 生 抗 炎 效 果 巾 ， 同 时 
S 也 通过 抑制 树 突 细 胞 中 主要 组 织 相 容 性 复合 体 了 《MHC 了 TI》 的 表达 ， 抑 制 抗原 呈 递 削弱 炎 
N 症 反 应 中。@-3 PUFA 对 家 禽 免疫 应 答 有 潜在 调节 作用 B3。 鱼 油 是 二 十 二 碳 六 烯 酸 DHA) 
Co 和 二 十 碳 五 烯 酸 CEPA) 的 优质 原料 ， 是 炎症 反应 的 脂 类 介质 的 前 体 物质 ， 具 有 抗 炎 和 免 
c 疫 调节 功能 @@， 当 前 对 o-3 PUPA 的 免疫 作用 的 研究 多 集中 在 人 体 健康 的 研究 中 ， 对 家 禽 净 


其 是 高 峰 期 产 蛋 鸡 的 研究 较 少 。 因 此 ， 本 试验 在 高 峰 期 产 蛋 鸡 饲 粮 中 加 入 不 同 水 平 的 鱼油 ， 
探索 @-3 PUFA 对 蛋 鸡 免疫 器 官 指数 、 体 液 和 细胞 免疫 的 影响 ， 以 期 为 -3 PUFA 对 和 蛋 鸡 免疫 
机 能 的 调节 作用 提供 试验 科学 指导 ， 为 临床 营养 与 免疫 关系 提供 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 设计 与 饲 粮 

试验 选用 31 周 龄 体 况 良好 、 产 蛋 率 接近 的 海 兰 褐 蛋 鸡 450 只 ， 采 用 单 因 子 完 全 随机 设 
计 ， 随 机 分 为 5 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 15 只 鸡 。 对 照 组 (1 组 ) 饲 喂 玉米 -豆粕 型 


基础 饲 粮 ， 试 验 组 (2-5 2HO 在 基础 饲 粮 基 础 上 分 别 添加 0.54%、1.08%、2.17% 和 4.34% 的 


WH, DHA 含量 分 别 为 0.67、1.35、2.70 和 5.40 mg/g( 测 定 值 为 0.76、1.13、2.73 和 4.55 mg/g). 
油 购 自 佛山 市 大 成 饲料 有 限 公 司 ， 实 测 DHA 含量 为 125 mg/g。 各 组 饲 粮 (组 成 及 营养 水 


平 见 表 1) 等 氮 等 能 ， 参 照 NY/T 33—2004 配制 ， 饲 粮 脂 肪 酸 组 成 见 表 2. 


[B 


dd 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of diets (air-dry basis) % 


组 别 Groups 


项 目 Items 


1 2 3 4 5 
原料 Ingredients 
玉米 Corn 55.45 57.80 55.75 54.88 51.20 
豆粕 Soybean meal 27.47 27.38 27.40 27.20 26.61 
## Wheat bran 1.00 1.00 2.00 4.00 
鱼油 Fish oil 0.54 1.08 2.17 4.34 
宗 榈 油 Palm oil 4.20 2.40 2.50 1.80 
石粉 Limestone 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 
食盐 NaCl 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 
DL- 和 蛋氨酸 DL-Met 0.09 0.09 0.09 0.09 0.21 
PZT Lys 0.13 
HARAPI CaHPO4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
预 混 料 Premix! 1.46 1.46 1.46 1.46 1.46 
抗 氧化 剂 Antioxidant” 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 
沸石 粉 Zeolite powder 0.39 0.07 1.72 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels” 
代谢 能 ME/(MJ/kg) 11.49 11.49 11.49 11.49 11.49 
粗 蛋 白质 CP 16.81 16.81 16.81 16.81 16.81 
钙 Ca 3.37 3.37 3.37 3.37 3.37 
有 效 磷 AP 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33 
蛋氨酸 Met 0.36 0.36 0.36 0.36 0.44 
赖 氨 酸 Lys 0.89 0.89 0.89 0.89 0.89 


5) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 Premix provided the following per kg of diets:VA 12 500 IU, VD; 4 125 IU, 


VE 15 IU, VK 2 mg， 硫 胺 素 thiamine 1 mg， 核 黄 素 riboflavin 8.5 mg， 泛 酸 钙 calcium pantothenate 11 mg, 


酸 niacin 32.5 mg, MERSI? pyridoxine 8 mg， 生 物 素 biotin 0.5 mg, ZUH dihydrofolic acid 1.25 mg, 


VBi2 0.02 mg, Mn 65 mg, I1 mg, Fe60 mg, Cu8 mg, Zn 66 mg， 胆 碱 choline 1 000 mg， 植 酸 酶 phytase 


300 mg; 蒙 脱 石 montmorillonite 1 000mg， 酵 母 培 养 物 yeast culture 10 g。 


=a 


2 抗 氧 化 剂 为 每 千克 饲 粮 提 供 Antioxidant provided the following per kg of diets: Z S&EIÉEWK ethoxyquin 


150mg, VE 100 mg， 茶 多 酚 tea polyphenols 50 mg. 


3 代谢 能 和 有 效 磷 为 计算 值 ， 其 余 为 实测 值 。The ME and AP were calculated values, while the others were 


measured values. 


表 2 饲 粮 脂肪 酸 组 成 干 物质 基础 ) 


Table 2 Fatty acid composition of diets (DM basis) mg/g 
项 目 Items 组 别 Groups 
1 2 3 4 5 

C12:0 0.31 0.34 0.28 0.28 0.34 
C14:0 0.51 0.73 1.12 224 3.27 
C15:0 0.03 0.07 0.10 0.22 0.35 
C16:0 24.47 17.02 18.61 20.60 14.59 
C16:1 0.15 0.56 1.07 2.46 3.82 
C17:0 0.09 0.11 0.16 0.31 0.44 
C18:0 3.1 2.30 2.56 3.21 2.80 
C18:1 n9c 28.87 18.96 20.61 21.20 13.01 
C18:2 n6c 24.39 21.25 21.95 23.09 20.92 
C18:3 n3 1.44 1.52 1.44 0.04 0.04 
C20:0 0.05 0.26 0.30 0.38 0.39 
C20:1 0.16 0.21 0.28 0.52 0.81 
C21:0 0.02 0.03 0.04 0.07 0.12 
C20:3 n6 0.00 0.01 0.02 0.15 0.08 
C20:4 n6 0.00 0.08 0.15 0.33 0.50 
C20:5 n3 0.02 0.55 1.13 2.79 4.51 
C22:0 0.03 0.12 0.13 0.17 0.16 
C24:0 0.17 0.21 0.30 0.57 0.76 
C22:6 n3 0.03 0.76 1.13 2.73 4.55 
C24:1 0.01 0.02 0.05 0.11 0.05 


饱和 脂肪 酸 SFA 28.75 21.19 23.59 28.03 23.23 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


多 不 饱和 脂肪 酸 PUFA 25.88 24.17 25.81 29.03 30.61 
@-3 多 不 饱和 脂肪 酸 wm-3 PUFA 1.49 2.83 3.70 5.56 9.10 
0-6 多 不 饱和 脂肪 酸 wm-6 PUFA 24.39 21.34 22.11 23.47 21.51 
0-6 多 不 饱和 脂肪 酸 /o-3 多 不 饱和 脂肪 酸 16.36 7.55 5.97 4.22 2.36 


@-6 PUFA/o-3 PUFA 


12 ”饲养 管理 
试验 鸡 采 用 3 层 立体 笼 养 ， 每 笼 3 只 ， 采 用 随机 编号 安排 组 位 ， 避 免 环 境 和 位 置 影 响 。 
试验 鸡 自 由 采 食 和 饮水 ， 自 然 光照 加 人 工 补 光 (16 hMd)， 光 照 强度 201x, i (2042) ©, 


相对 湿度 50%~60%， 自 然 通风 结合 纵向 负 压 通风 ; 每 天 清 类 2 次 ， 每 周 消毒 1 次 ， 常 规 免 


me 


疫 。 每 天 喂 料 3 次 (08: 00. 13: 00 和 18: 00), MAR 1 次 。 试 验 预 试 期 1 周 ， 正 试 期 12 
13 ”指标 测定 与 方法 
1.3.1 免疫 器 官 指 数 测定 
正 试 期 12 周末 ， 每 重复 取 2 只 体重 相近 的 蛋 鸡 ， 
co 腺 ， 分 别称 重 。 


zi 
lirl 


E, SC BOE, RHEAN i 


胸腺 指数 (%)=100x 胸 腺 湿 重 /体重 ; 
脾脏 指数 (%)=100x 脾 脏 湿 重 /体重 。 


ena 


1.3.2 ”血清 免疫 球 蛋 白 A (IgA) 含量 测定 

正 试 期 12 周末 ， 每 重复 取 1 只 鸡 ， 用 含 促 凝 剂 采血 管 ， 空 腹 无 菌 翅 静脉 采血 2-3 mL, 
37 CKK EE 6-7h， 取 上 层 血 清 ， 分 装 ， 一 20 它 储存 。 用 Abcam 公司 禽类 IgA iX 
剂 盒 检 测 血 清 中 IgA 含量 。 
1.3.3 ”血清 新 城 疫 、 禽 流感 HO 抗体 水 平 测定 

对 照 组 (1 组 ) 和 3~5 组 蛋 鸡 肌肉 注射 新 久 安 鸡新城疫 病毒 La Sota 株 、 禽 流感 病毒 
H9 亚 型 ，SS/94 株 ) 二 联 灭 活 疫苗 。 分 别 于 注射 前 和 注射 后 7、14 和 28 d 采血 ,制备 血清 
(方法 见 1.3.2)。 使 用 IDVET 禽 流 感 H9 抗体 竞争 酶 联 免疫 吸附 试验 ELISA) 试剂 盒 检测 
抗体 水 平 ， 结 果 以 SN%[ 吸 光度 COD) 样品 值 /OD 阴性 值 %] 表 示 ，S/N% 越 低 ， 表 明 H9 Ht 
体 水 平 越 高 。 使 用 IDVET 新 城 疫 抗体 ELISA 试剂 盒 检测 新 城 疫 抗 体 水 平 
1.3.4 ”脾脏 细胞 因子 基因 表达 测定 

正 试 期 12 周末 ， 每 重复 取 1 只 鸡 ， 人 颈 静 脉 放血 致死 ， 取 脾脏 10 g 左右 置 于 RNA 保护 


o 


液 中 ， 置 于 
置 于 样品 研磨 仪 (上海 净 信 科技 ) 60 Hz 研磨 60 s. JD RUNE 
JOREERE ER 


积 异 丙 醇 ，4 CHA 30 min, 10 000 r/min 离心 10 min; 弃 上 清 留 沉淀 


% 30s, 4 ‘CHER 3 min, 12 000 r/min 离心 15 min; 上 清 


3E E38 RH 


WE. 4 CI 


Dive FFF 


本 BioSpec-nano 公司 ) 洲 


1.8~2.0，1% 琼 脂 糖 凝 胶 i! 


体 参 照 FastQuant RT Kit (with gDNase) 说 明 书 ]， 
时 交 光 定 
实时 荧光 定量 PCR 检 测 


Un esc dU ELA 


用 20-50 uL 无 酶 水 溶解 沉 演 ， 


解 RNA 保护 液 ， 取 80 mg 置 于 含 1 mL Trizol 的 1.5 mL 无 酶 管 中 ， 


电泳 检测 总 RNA 完整 性 


量 PCR 检测 。 


目的 基因 表达 情况 : 使 


胞 介 素 -2 CIL-2). IL-6. 


的 表达 量 
XSIL-2. IL-6, IL-10FUIFN-y3E AY ERE EE B 


物 序列 见 表 3)， 以 cDNA 为 模板 进行 PCR 反 应 


并 


实时 痰 光 定 


序列 ， 


所 得 cDNA 于 


白细胞 介 素 -10( 开 -10) 和 3 
量 PCR 仪 (美国 Bio-Rad ) 测定 。 本 看 
]Primeri it3 


。 以 B- 肌 动量 


WE» 75%] 
一 80 人 保存 。 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 C 
IER RNA 浓度 及 纯度 ， 所 有 样品 OD 比值 (ODz60nm/OD280nm) 在 
(北京 市 六 一 
使 用 天 根 FastQuant RT Kit (with gDNase) 逆转 录 试 剂 盒 将 总 RNA 道 转录 为 cDNA[ 具 
一 20 C 保 存 或 直接 用 于 实 


(B-actin) 表达 量 


胞 ; 加 入 200 uL 氯仿 振 
折 无 酶 管 中 ， 加 入 等 体 


精 洗涤 2 次 ， 


H 


4x38] , DYY-6C 78), 


天 根 SuperReal PreMix Plus(SYBR Green) 


F 扰 素 -y GEN-y) 基因 
究 根 据 GenBank 上 公布 的 


合成 5 对 特异 性 引物 ( 引 


EAS, M 


R:ATGCTCTGCTGATGACTGGTG 


2-^sct 法 计算 目的 基因 相对 表达 量 ， 其 中 : AcCf= 待 测 基 因 Ct 一 内 参 基 因 Ct;，AACf= 试 验 组 
人 Ct 一 对 照 组 人 Ct。 
表 3 引物 序列 
Table3 Primer sequences 
产物 大 小 GenBank 登录 号 
KD] Genes 引物 序列 Primer sequences (5'—3^) 
Product size/bp GenBank accession numbers 
F:TGGGAGAAGTGGTTACTCTGAAGAA 
细胞 介 素 -2 IL-2 122 NM 204153.1 
R: GGTGTGATTTAGACCCGTAAGACTC 
F:CCTCCTCGCCAATCTGAAGTCA 
细胞 介 素 -6 IL-6 100 NM204628.1 
R:CCTCACGGTCTTCTCCATAAACG 
F:GCTCTGAACTGCTGGATGAGT 
细胞 介 素 -10 IL-10 127 NM001004414.2 
R:ATGCTCTGCTGATGACTGGTG 
F:GCTGACGGTGGACCTATTATTGTAG 
干扰 素 -y IFN-y 190 NM205149.1 


F:ATGATATTGCTGCGCTCGTT 
B- 肌 动 蛋白 B-actin 145 NM205518.1 
R:TCTTTCTGGCCCATACCAACC 


1.3.5. 脾脏 淋巴 细胞 增殖 和 调 亡 测定 

脾脏 淋巴 细胞 的 制备 : 正 试 期 12 周末 ， 对 照 组 、3~5 组 每 重复 取 1 只 鸡 ， 无 菌 剖 检 取 
脾脏 ， 迅 速 取 10 g 左右 置 于 200 目 细 胞 过 滤 网 上 ， 同 时 加 入 1~2 mL 无 菌 Hank’s 液 ， 用 无 
茵 玻璃 研磨 析 将 脾脏 组 织 磨 碎 , 制 成 单个 细胞 基 液 ，1 000 r/min 离心 10 min (4 C), Hank’s 


WH, 1000 r/min 离心 10 min (4 C), HARF 2 mL RPMI1640 培养 基 ， 并 稀释 到 


2x107 个 /mL。 

凋 亡 检测 : EAER Annexin V-FITC 细胞 凋 亡 检 测试 剂 盒 。 制 备 的 脾脏 淋巴 细胞 悬 
液 用 预 冷 的 磷酸 缓冲 液 PBS) 洗 2 次 , 使 用 1x 结 合 缓冲 液 重 县 细胞， 浓度 为 1x105 个 /mL。 
将 100 uLCZJ 1x105 个 细胞 ) 转 移 至 5 mL 细胞 培养 管 中 , 加 入 5 uL 的 FITC 膜 联 和 蛋白 V (FITC 


Annexin VO 和 5 pL 的 础 化 丙 啶 (PI)。 轻 微 涡 旋 ， 避 光 25 CHA 15 min。 加 入 400 uL 的 
xh Ak. Æ 1h 内 上 流 式 细胞 仪 (美国 Guava® easyCyte 公司 )， 检 测 脾脏 淋巴 细胞 

N 凋 亡 水 平 。 

cO 增殖 检测 : 淋巴 细胞 培养 : 终 浓 度 为 2x107 个 /mL 的 脾 淋巴 细胞 ， 使 用 96 孔 细胞 培养 

© WK, EFL 10 uL 加 2 孔 , 第 一 也 加 入 90 uL RAJ ERE A ConA, SIGMA 公司 ) 的 RPMI1640 


培养 基 (ConA 浓度 为 20 hg/mL)， 第 二 孔 加 入 90 uL RPMI1640 培养 基 。 设 置 4 个 空白 对 照 


孔 〈 只 加 了 RPMI1640 培养 基 )， 于 594 — 848 (CO) 培养 箱 37 CHR 72h. fi H] Abcam 


c Brdu Cell Proliferation ELISA Kit 试剂 盒 进 行 淋 巴 细胞 增殖 情况 测定 。 第 48-72 h 内 ， 每 孔 加 
入 稀释 后 的 BruU 标记 液 10 kL， 培养 12~24 ho FX BrdU ELISA 检测 试剂 盒 中 步 又 完成 对 
脾脏 淋巴 细胞 增殖 程度 测定 ， 在 450/540 nm 双 波 长 下 测定 每 孔 OD 值 。 
1.4 数据 统计 分 析 

试验 数据 采用 SPSS 19.0 软件 
方差 分 析 ， 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 和 指标 的 相关 分 析 ， 显著 水 平 为 P<0.05， 趋 势 水 平 
为 P<0.10。 结 果 以 平均 值 和 标准 误 表 示 。 
2 结果 与 分 析 
本 试验 生产 性 能 结果 表明 〈 数 据 未 发 表 )， 不 同 水 平 鱼油 对 试验 全 期 蛋 鸡 产 蛋 率 、 平 均 
蛋 重 、 产 蛋 量 和 平均 日 采 食 量 无 显著 影响 CP>0.05)， 其 中 4.34% 鱼 油 组 C5 280 料 蛋 比 显著 


单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 程序 ， 进 行 单 因素 


高 于 对 照 组 CP«0.05). 
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由 表 4 可 知 ， 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 脾脏 指数 和 胸腺 指数 无 显著 影响 CP>0.05), ESOS 


血清 IgA 含量 也 无 显著 影响 (P>0.05)， 其 中 4.34% 


时 间 点 血清 禽 流 感 HO 抗体 水 习 


油 组 血清 
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IgA 含量 最 高 


检测 结果 〔〈 图 1) 表明 ， 免 疫 后 7 和 14 d4， 试 验 组 


。 人 免疫 后 不 同 
in Ait 


a4. 


E H9 抗体 SIN% 值 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05)， 表 示 试 验 组 血清 禽 流 感 H9 抗体 水 平 显著 高 
于 对 照 组 (P<0.05), 其 中 2.17% 鱼 油 组 抗体 水 平 最 高 , 但 不 同 试验 组 间 无 显著 差异 (P>0.05); 
免疫 后 28 d， 试 验 组 血清 禽 流 感 HO 抗体 SIN% 值 有 低 于 对 照 组 的 趋势 (P<0.10)， 表 示 试 验 


组 


清 禽 流感 H9 抗体 水 平 有 高 于 对 照 组 的 趋势 ， 其 中 4.34% 和 鱼油 组 抗体 水 平 最 高 。 随 着 免 


疫 后 时 间 延 长 ， 各 组 血清 禽 流 感 H9 抗体 SIN% 值 均 降 低 ， 表 明 血 清 禽 流感 H9 抗体 水 平 逐 


渐 升 高 。 免 疫 后 不 同时 间 点 


组 血清 新 城 疫 抗体 水 平 显著 高 于 对 照 组 CP«0.050, HE 1.0896f8 TH 2H. 


无 显著 差异 (P>0.05); 免疫 


(P>0.05), FLAP 1.08% 鱼 油 组 


后 28 d， 试 验 组 血清 


A 


组 血清 新 城 疫 抗体 水 平均 升 高 


o 


e 


A4 人 饲 粮 添 加 鱼油 对 蛋 鸡 免疫 器 官 指数 和 体液 免疫 的 影响 


清新 城 疫 抗体 水 平 检测 结果 《〈 图 2) 表明， 免疫 后 7d， 试 验 
清新 城 疫 抗体 水 平 
最 高 ; 免疫 后 14 4， 试 验 组 血清 新 城 疫 抗体 水 平 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 但 各 试验 组 间 
新 城 疫 抗体 水 平 与 对 照 组 无 显著 差异 


青 新 城 疫 抗体 水 平 最 高 。 同 时 ， 随 着 免疫 后 时 间 延 长 ， 各 


Table4 Effects of dietary fish oil on immune organ indices and humoral immunity of laying hens 


鱼油 添加 水 平 Fish oil supplemental levels/% P fü 
项 目 Items SEM 
0 0.54 1.08 2.17 4.34 P-value 
脾脏 指数 Spleen index/% 1.15 1.14 1.02 1.00 0.93 0.033 0.148 
胸腺 指数 Thymus index/% 0.455 0.506 0.441 0.559 0.494 0.028 0.746 
免疫 球 蛋 白 AIgA/(ng/mL) 65.08 61.72 63.30 61.14 72.73 2.69 0.688 
4. 34% (5. 40) 
2. 175 (2. 70) 
1. 085 (1. 35) 
IN 


H9 S/N% 


* 表 示 与 对 照 组 相 比 差异 显著 (P<0.05)。 图 2 同 。 


* mean significantly different compared with the control group (P<0.05). The same as Table 2. 


图 1 饲 粮 添 加 鱼油 对 蛋 鸡 免疫 后 不 同时 间 点 血清 禽 流感 H9 抗体 水 平 的 影响 


Fig.1 Effects of dietary fish oil on serum avian influenza virus H9 subtype antibody levels of laying hens at 


different time points after immunization 


4. 34% (5. 40) 
2. 17*(2. 70) 
1. 085 (I1, 35) 


对 照 组 


he TT 


—L 


Ed 2 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 免疫 后 不 同时 间 点 血清 新 城 疫 抗 体 水 平 的 影响 


Fig.2 Effects of dietary fish oil on serum Newcastle disease virus antibody levels oflaying hens at different 


time points after immunization 


2.2” 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 脾脏 细胞 因子 基因 表达 的 影响 
饲 粮 添 加 鱼油 对 和 蛋 鸡 脾脏 细胞 因子 基因 表达 的 影响 结果 见 图 3。 由 图 可 知 ，0.54%、 
1.0896. 2.1794 鱼油 组 和 蛋 鸡 脾脏 IL-2 和 IL-6 基因 相对 表达 量 与 对 照 组 相 比 无 显著 差异 


(P>0.05), 4.34% 


油 组 蛋 鸡 脾脏 IL-2 和 IL-6 基因 相对 表达 量 显赫 低 于 对 照 组 和 其 他 试验 


组 〈P<0.05)。 与 对 照 组 相 比 ，1.08% 和 2.17% 鱼 油 组 蛋 鸡 脾脏 IL-10 基因 相对 表达 量 极 显 著 


升 高 (P<0.01), 0.54% 和 4.34% 鱼 油 组 无 显著 差异 (P>0.05)。 与 对 照 组 相 比 , 0.54% 和 2.17% 


1 油 组 蛋 鸡 脾 脏 有 NM-y 基 因 相 对 表达 量 显著 升 高 C(P<0.05)，1.08% 鱼 油 组 和 蛋 鸡 脾脏 JFN-y 基 


因 相 对 表达 量 极 显 著 升 高 CP<0.01), 4.34% 


油 组 蛋 鸡 脾脏 JFN-y 基 因 相 对 表达 量 显 著 降 低 


(P>0.05). 


IL-2 相对 表达 量 
IL-6 相对 表达 量 
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* 表 示 差 异 显 车 (P<0.05), "og MEH (P<0.01). X4 同 。 
* mean significantly different (P<0.05), ** mean extremely significantly different (P<0.01). The same as 


Table 4. 


图 3 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 脾脏 细胞 因子 基因 表达 的 影响 


Fig.3 Effects of dietary fish oil on cytokine gene expression in spleen of laying hens 
2.3 el AL Vs J Ett YH ES JR JE EE A HI CES A id E A R 

饲 粮 添加 鱼油 对 和 蛋 鸡 脾脏 淋巴 细胞 刺激 指数 和 调 亡 率 的 影响 结果 见 图 4。 由 图 可 知 ， 与 
油 组 蛋 鸡 脾脏 淋巴 细胞 在 ConA 刺激 下 转化 率 〔 刺 激 指数 ) 
油 组 显著 降低 〈P<0.05)。 各 组 间 蛋 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 率 


对 照 组 相 比 ，1.08% 和 2.17% 


无 显著 差异 (P>0.05), 4.34% 


无 显著 差异 (P>0.05). 
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图 4 饲 粮 添加 鱼油 对 和 蛋 鸡 脾 脏 淋 巴 细 胞 刺激 指数 和 凋 亡 率 的 影响 


Fig.4 Effects of dietary fish oil on stimulus index and apoptosis rate of lymphocytes in spleen of laying hens 
3 讨 论 
3.1 ” 饲 粮 添 加 鱼油 对 蛋 鸡 免疫 器 官 指数 和 体液 免疫 的 影响 

本 试验 中 , 饲 粮 添加 不 同 水 平 鱼油 对 蛋 鸡 免疫 器 官 指数 无 显著 影响 , 但 有 研究 发 现 肉鸡 
饲 粮 补充 3% 的 鱼油 (DHA 占 总 脂肪 酸 的 21.996) 对 胸腺 重量 有 显著 影响 、 对 脾脏 重量 无 显 
著 影响 由， 这 与 本 试验 结果 不 完全 一 致 ， 可 能 是 由 于 鱼油 中 脂肪 酸 组 成 有 差异 或 家 禽 品 种 、 
日 龄 不 一 致 。IgA 是 外 分 泌 液 中 主要 的 免疫 球 蛋 白 ， 分 为 血清 型 IgA ITA IgA. (sIgA) 
2 种 ， 血 清 型 IgA 主要 由 肠系膜 淋巴 组 织 的 浆 细 胞 产生 ， 具 有 抗菌 、 抗 病毒 作用 。 膳 食 鱼油 
在 许多 动物 疾病 模型 中 有 显著 的 临床 、 免疫 和 生物 化 学 作用 , 包括 显著 增加 人 体 器 官 移植 存 
活 率 并 降低 患 有 自身 免疫 性 肾 小 球 肾炎 (IgA 肾病 ) 的 小 鼠 的 蛋白 尿 ， 这 可 能 是 通过 鱼油 中 
o-3 PUFA 竞争 性 抑制 环 加 氧 酶 及 脂 加 氧 酶 对 AA 的 作用 ， 使 中 性 粒 细胞 和 单 核 细胞 产生 的 
白 三 烯 Bsa (LTB4) 减少 ， 取 而 代 之 产生 非 炎 症 的 PGE3 和 白 三 烯 Bs (LTBs〉 四 ， 从 而 减少 
IgA 在 肾 小 球 系 膜 处 沉积 。 在 机 体 处 于 炎 性 状态 时 ， 鱼 油 中 w-3 PUFA 会 减少 IgA 的 产生 ， 
缓解 炎 性 疾病 。 当 前 对 健康 机 体外 周 血 IgA 水 平 的 影响 的 研究 也 较 少 。 本 试验 研究 表明 ， 
饲 粮 添 加 不 同 水 平 鱼油 对 蛋 鸡 血清 IgA 含量 无 显著 影响 ， 可 能 是 因为 蛋 鸡 处 于 健康 生理 状 
态 ， 体 内 类 二 十 烷 酸 分 泌 未 出 现 异 常 。 关 于 鱼油 对 健康 禽类 血清 型 IgA 水 平 的 影响 的 相关 
研究 目前 较 少 ， 还 需 进 一 步 研究 。 

体液 免疫 包括 外 周 血 免疫 球 蛋 白 含量 和 抗体 介 导 的 特异 与 非特 异性 免疫 。 禽 流感 是 一 种 
由 A 型 流感 病毒 引起 的 禽类 感染 疾病 综合 征 ， 严 重 影响 禽类 养殖 。 本 试验 结果 中 ， 免疫 后 7 
和 14 d 试验 组 禽 流感 H9 抗体 水 平 显 著 高 于 对 照 组 且 28 d 后 仍 有 高 于 对 照 组 的 趋势 。 采 用 
血 凝 抑制 反应 法 测定 新 城 疫 抗 体 水 平 发 现 ， 饲 粮 中 添加 3% 的 鱼油 ， 血 清新 城 疫 抗 体 水 平 显 
于 对 照 组 中 。 He 等 外 在 家 禽 饲 粮 中 补充 4.5% 的 鱼油 , 1 次 免疫 后 14d 和 2 次 免疫 后 9 d, 
正常 组 和 注射 环 磷 酰 胺 组 的 新 城 疫 抗 体 水 平 显 著 高 于 玉米 油 组 , 说 明 肉 仔鸡 正常 生理 状态 或 
免疫 抑制 状态 下 ， 含 @-3 PUFA 的 鱼油 均 能 提高 体液 免疫 水 平 ， 发 挥 免疫 调控 作用 ， 这 与 
Guol0 等 的 研究 结果 一 致 。 也 有 报道 家 禽 中 补充 鱼油 对 体液 免疫 没有 改善 作用 吊 。 不同 的 试 
验 结果 可 能 是 由 于 不 同 的 饮食 基础 、 脂 肪 酸 水 平 或 抗原 类 别 不 同 。 

本 试验 免疫 二 联 苗 后 蛋 鸡 无 不 良 反 应 ， 饲 粮 补充 w-3 PUFA 可 改善 动物 体液 免疫 水 平 ， 


n 
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细胞 因子 是 在 炎症 和 免疫 应 答 过 程 中 由 免疫 细胞 产生 的 一 类 具有 免疫 调节 功能 的 小 分 
子 多 肽 或 蛋白 质 。 细 胞 因子 的 产生 受 类 二 十 烷 酸 的 调节 铝 ， 饮 食 脂肪 酸 会 影响 类 二 十 烷 酸 的 
产生 ， 所 以 膳食 脂 质 尤 其 是 -3 PUFA 会 影响 细胞 因子 的 产生 。 研 究 表明 DHA 可 调节 人 免疫 
胞 增殖 及 自然 杀伤 细胞 的 活化 ， 进 而 影响 细胞 因子 的 产生 山 。T 细 胞 可 发 展 为 功能 不 同 的 Thi 


ATH HE, IL-2 和 TNF 主要 由 Thi 型 细胞 分 泌 , 而 白细胞 介 素 -4 (IL-4)、 白细胞 介 素 -5 (IL-5) 


和 IL-10 由 Th 型 细胞 分 泌 09。 细 胞 因子 中 ILL-2、IL-6 和 TNF 都 是 炎症 反应 的 主要 介质 03。 
Friedman 等 0 研究 表明 ， 过 高 或 过 低 @-3 PUFA 会 抑制 体内 或 体外 IL-2 的 分 泌 。 与 对 照 组 〈 低 
0-3 PUFA) 相 比 ， 膳 食补 充 w-3 PUFA PAK A Sb Jal if 924% 2H A IL-19. IL-2. IL-6ITNF-o 
JKF PI, 

有 些 体外 试验 表明 ， 高 水 平 o-3 PUFA 会 降低 动物 细胞 因子 白细胞 介 素 -1 IL-1) ARUL-2 
基因 表达 量 (。 本 试验 表明 , 开 -2 基 因 相 对 表达 量 随 鱼油 添加 水 平 升 高 而 下 降 ， 可 能 是 由 于 


T 饲 粮 中 om-3 PUFA 含 量 的 增加 ， 导 致 LTB4 减 少 ,来 源 于 -6 PUFA 的 LTB4 能 增加 血管 的 渗透 性 


和 血液 的 流动 性 ， 调 节 促 炎 介质 TNF-w、IL-2、IL-6 和 IL-1 的 产生 [03]。 同 时 ， 因 为 2、4 型 Toll 
样 受 体 (TLR) 及 活化 分 子 表达 减弱 ， 介 导 的 外 周 血 单 核 细 胞 内 信号 蛋白 表达 下 降 ， 导 致 腾 
食 鱼油 降低 人 的 不 -2 和 7NVF-a 表 达 HL9g。Mayer 等 07 研 究 表明 鱼油 类 o-3 PUFA 能 明显 抑制 单 核 
细胞 在 受到 内 毒素 刺激 时 对 工 -6 和 工 -8 的 释放 ， 尽 管 表面 颖 附 因子 表达 无 显著 改变 ， 但 其 对 
内 皮 细 胞 的 黏附 能 力 跨 膜 转运 受到 抑制 。 本 试验 结果 表明 不 -6 相对 表达 量 也 随 着 饲 粮 鱼油 添 
加 水 平 升 高 而 降低 .o-3 PUFA 抑 制 NF-KB 的 激活 也 是 抑制 炎 性 因子 产生 及 降低 炎 性 细胞 反应 
调节 免疫 的 重要 机 制 41。 研 究 表明 人 体 每 天 补充 1.1~5.0 g 的 EPA+DHA 数 周 ， 可 减少 外 周 
单 核 细胞 的 增殖 ， 且 克 -2、 丰 -1、 克 -6 和 TNF-o 的 表达 量 降低 09。 

IL-10 是 抗 炎 类 细胞 因子 ， 创 伤 后 炎 性 因子 释放 机 体 立 即 产生 了-10、 白 细胞 介 素 -13 
CIL-13) 等 抗 炎 因子 对 抗原 发 促 炎 反应 091]。 食 用 适当 比例 DHA 和 EPA 后 2 个 月 后 ， 适 当 
@-3 PUFA 可 以 活化 人 体 白细胞 同时 促进 IFN-y 的 分 泌 Po0。 给 小 鼠 饲 喂 富 含 鱼油 的 饲 粮 提高 
TEA IFN- EPN, Sijben 等 2 报道 ， 在 饮食 中 添加 鱼油 《〈 作 为 o-3 脂肪 酸 的 来 源 ) 可 以 
增加 细胞 因子 如 IFN-y 的 产生 。 饲 粮 中 补充 3% 的 鱼油 (DHA 占 总 脂肪 酸 的 21.9%)， 能 显著 
提高 脾脏 中 JFN-y 基 因 的 相对 表达 量 ， 可 能 归 因 于 补充 鱼油 提高 了 先天 免疫 细胞 活性 如 Tho 
细胞 并 降低 类 二 十 烷 酸 的 产生 中 。 另 外 ， 也 有 体外 试验 表明 鱼油 通过 降低 PGE? 的 产生 进而 
Xt IFN-Y 的 分 泌 P2。 创 伤 患者 在 补充 鱼油 后 3 和 6d 外 周 血 IFN-y 水 平 显著 上 升 。 表 明 补 
充 @-3 PUFA 可 显著 降低 创伤 后 炎症 反应 程度 ， 促 进 细胞 免疫 功能 恢复 ， 避 免 过 度 炎症 反应 
的 发 生 091。 
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高 剂量 的 鱼油 组 降低 细胞 因子 的 基因 表达 , 可 能 是 由 于 免疫 细胞 膜 磷脂 中 不 饱和 脂肪 酸 
含量 增加 ， 导 致 脂 质 过 氧化 作用 增强 ， 造 成 膜 损伤 影响 免疫 细胞 功能 。 本 试验 结果 表明 ， 在 
E 常 生理 状态 下 , 没有 病毒 或 其 他 诱 生 剂 的 作用 , 各 种 细胞 因子 表达 结果 符合 正常 机 体 免疫 
应 答 状 态 , 饲 粮 补充 鱼油 对 机 体 是 有 利 的 ,能 增强 先天 性 免疫 和 获得 性 免疫 应 答 能 力 ， 同时 
也 取决 于 免疫 应 答 的 状态 。 
3.3” 饲 粮 添加 鱼油 对 蛋 鸡 脾脏 淋巴 细胞 刺激 指数 和 凋 亡 率 的 影响 

本 试验 结果 表明 ， 除 4.34% 鱼 油 组 外 ， 其 他 各 组 饲 粮 补 充 鱼油 对 脾脏 淋巴 细胞 增殖 和 凋 
亡 没 有 显著 影响 Pompos 等 23] 研 究 表明 ConA 刺激 下 淋巴 细胞 体外 增殖 不 受 @-3 PUFA 添加 
影响 。Calder 等 24 研 究 表明 富 含 o-3 PUFA 的 鱼油 能 降低 小 鼠 对 ConA 刺激 下 淋巴 细胞 的 分 


裂 ， 同 时 观察 到 降低 了 小 鼠 淋 巴 细胞 发 育 所 必需 的 白细胞 介 素 和 TNF 产量 。 饲 粮 添 加 7% 


EI 


2 的 鱼油 抑制 淋巴 细胞 增殖 00， 因 为 工 细胞 产生 的 L-2 可 诱导 工 细胞 的 分 化 ， 过 量 o-3 PUFA 
= FM IL-2 表达 量 降 低 ， 进 而 影响 T EAA SSP), AF ARIE C50 nmol/L) 的 
S AA. DHA, EPA 在 体外 对 脐 血 源 单 核 细胞 凋 亡 无 影响 ， 中 浓度 C100 nmol/L) 情况 下 DHA 
N ZEA HY DN AY AM LI ERP), ZAAK, 4h EPA+DHA Æ 2.4-9.6 g/d 时 ， 会 
oo 降低 嗜 中 性 粒 细胞 和 单 核 细胞 的 活性 ， 通 过 减少 单 核 细胞 数量 减少 IL-67 IL-2 和 IFN-Y 的 表 
e 达 R7， 同 时 也 会 减少 淋巴 细胞 的 增殖 R83]。Kew 等 2 在 150 名 健康 志愿 者 中 分 别提 供 0.77 或 


1.7 g/d EPA+DHA 持续 6 个 月 , 发 现 摄 入 不 同 水 平 的 EPA+DHA 并 未 改变 ConA 刺激 下 外 周 
血 淋 巴 细胞 的 增殖 情况 ， 说 明 适 当 摄 入 w-3 PUFA 不 会 对 免疫 细胞 活性 产生 影响 。 


c 4 8i ie 
= CD 饲 粮 添加 鱼油 未 见 影 响 蛋 鸡 免疫 器 官 指数 和 血清 IgA 水 平 。 
© 免疫 后 7 和 14 d, 鱼油 组 禽 流感 H9 和 新 城 疫 抗体 水 平 显 著 高 于 对 照 组 , 28 d 各 组 间 
无 显著 差异 。 


© 饲 粮 添加 4.34% 鱼 油 显著 降低 脾脏 IL-2 和 IL-6 基因 的 相对 表达 量 ， 添 加 1.08% 和 


2.17% 鱼 油 显著 提高 脾脏 IL-10 和 IFN-y 基 因 的 相对 表达 量 。 
© 饲 粮 添加 4.34% 鱼 油 显著 降低 脾脏 淋巴 细胞 刺激 指数 ， 其 余 试验 组 未 见 显 著 影响 脾 
脏 淋 巴 细胞 刺激 指数 和 凋 亡 率 。 
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Effects of Dietary Fish Oil on Immune Function of Laying Hens 
LONG Shuo WU Shugeng* CUI Chuangfei ZHANG Haijun WANG Jing! QI Guanghai 
MA Youbiao YANG Linlin 
CKey Open Laboratory of Feed Biotechnology of Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 
National Engineering Research Center of Biological Feed Development, Feed Research Institute, 
Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of dietary fish oil on humoral 
and cellular immune function of laying hens. Four hundred and fifty healthy Hy-Line Brown 
laying hens of 31-week-old were randomly allotted into 5 groups with 6 replicates per group and 


15 hens per replicate. The laying hens in the control group were fed a corn-soybean meal type 


basal diet, and those in experimental groups were fed the basal diets supplemented with 0.54%, 
1.08%, 2.17% and 4.34% fish oil with 0.68, 1.35, 2.70 and 5.40 mg/g docosahexaenoic acid, 
respectively. The feeding trial lasted for 12 weeks after 1 week of adaption. The results showed as 
follows: 1) dietary fish oil did not significantly affect the spleen index, thymus index and serum 
immunoglobulin A content of laying hens (P>0.05). 2) The avian influenza virus H9 subtype 
antibody levels in serum of laying hens in experimental groups were significantly increased at 7 
and 14 days after immunization compared with the control group (P<0.05), which in 2.17% fish 
oil group was the highest. At 28 days after immunization, the avian influenza virus H9 subtype 
antibody levels in serum of laying hens in experimental groups showed an increasing tendency 
compared with the control group (P<0.10). The Newcastle disease virus (NDV) antibody levels in 
serum of laying hens in experimental groups were significantly increased at 7 and 14 days after 
immunization compared with the control group (P<0.05), and at 28 days after immunization, the 
NDV antibody levels in serum of laying hens in experimental groups were not significantly 
different compared with the control group (P>0.05). 3) Compared with the control group, the 
relative gene expression levels of interleukin-2 and interleukin-6 in spleen of laying hens in 4.34% 
fish oil group were significantly decreased (P<0.05), and the relative gene expression levels of 
interleukin-10 and interferon in spleen of laying hens in 1.08% and 2.17% fish oil groups were 
significantly increased (P<0.05). 4) Dietary fish oil had no significant effects on stimulus index 
and apoptosis rate of lymphocytes in spleen of laying hens except for 4.34% fish oil (P>0.05). In 
conclusion, dietary 0.54% to 2.17% fish oil can improve the immune function of laying hens but 
too high (4.34%) has no benefit. 


Key words: fish oil; docosahexaenoic acid; inflammatory cytokine; antibody level; laying hen 
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